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( TLS はアクチン動態に関与する Mena の局在や機能を制
御する) 
【背景】Translocated in liposarcoma/Fused in sarcoma (TLS/FUS)は家族性筋萎縮
性側索硬化症(ALS)の原因遺伝子の一つであり、その機能として mRNA のスプライ
シングを調節することなどが知られているが、ALSの発症メカニズムは明らかになっ
ていない。我々は以前に、TLS knockout (KO)マウス脳におけるスプライシングの変
化を網羅的に解析した結果を報告しており、その変化を受ける標的の一つが
mammalian enabled (Mena)である。Menaはアクチン結合タンパクであり、細胞内
の filopodia, lamellipodiaなどに局在して細胞運動や形態変化に関与していることが
知られている。我々は今回の実験で、TLS KOがMenaとその spliced variantであ
るMena insertの機能にどのような影響を与えるか解析した。 
 
【方法】TLS wild-type (WT)とKOのマウス脳とmouse embryonic fibroblasts (MEF)
におけるMenaとMena insertの発現を reverse transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR)と western blotting (WB)により解析した。次いで、MenaとMena 
insertの全長とEna/VASP homology 2 (EVH2)ドメインをクローニングし、MEFにト
ランスフェクションしてその局在を検討した。更に、そのトランスフェクションが
MEFの運動能に与える影響についても解析した。次に、局在に関する同様の検討を
初代培養した神経細胞を使って検討した。また、神経突起の伸長に与える影響につい
ても解析した。そして、Mena insertにおいて塩基が挿入されているEVH2ドメイン
について、タンパクを発現精製し、アクチンとの共沈殿などの実験でその機能をMena
と比較検討した。最後に、MenaとMena insertに対する結合タンパクの違いを調べる
ため、EVH2タンパクとマウス脳の懸濁液から、FLAGビーズを使って結合タンパク
を回収し、質量分析とWBを行ってMena insertに優位に結合するタンパクを同定し
た。 
 
【結果】TLS KOマウス脳あるいは TLS KO MEFでは、TLS WTと比較してRT-PCR
で Mena insert の発現が有意に増加していた。また、タンパクレベルでも TLS KO 
MEFではMena insertの発現が増加していた。次にMenaとMena insertの細胞内
局在については、TLS WT MEFと比較して TLS KOでは、Menaの filopodiaなど
への集積が目立たなくなるのに対して、Mena insertの集積は TLS KOでもWTと
変わらず同等だった。EVH2ドメインのみのトランスフェクション実験では、TLS WT, 
KOに因らず、Mena(EVH2)よりもMena (EVH2) insertで filopodiaなどへの集積が
目立つ結果を示した。これらの結果から、Mena の正常な細胞内局在には TLS が必
要であることと、EVH2ドメインへの spliced insertionが filopodiaなどへの集積を
促進していることが示唆された。MEFの運動能を解析した実験では、TLS WTでは
コントロールに比べて Mena, Mena insertいずれのトランスフェクションでも運動
能を低下させる作用が認められたが、TLS KOではMenaは運動能に影響を与えず、
Mena insert のみが運動能を低下させた。この結果から、細胞内局在だけでなく、
Mena の細胞運動抑制作用にも TLS が必要であることが示唆された。神経細胞にお
ける細胞内局在に関しては、TLSの有無に関わらず、MenaよりもMena insertで突
起先端部への集積が目立つ結果を示した。また、神経突起の伸長に関しては、Mena
は TLS WTにおいて突起伸長を促進させる傾向が見られたが、TLS KOでは有意な
差は認めなかった。この結果から Mena の神経突起伸長作用にも TLSが関与してい
る可能性が示唆された。EVH2ドメインタンパクの機能解析ではMena, Mena insert
両者に有意な差を認めなかったが、質量分析と WB の解析から、
Protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase (PCMT1)がMenaより
もMena insertと優位に結合している結果が得られた。 
 
【考察】同じアクチン結合タンパクである profilin 1も家族性 ALSの原因遺伝子の一
つであることが同定されており、アクチン細胞骨格系の機能異常が、TLSと profilin 
1に共通する ALSの病態である可能性が示唆された。 
 
